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Crude nucleic acid solutions can be selectively separated using a membrane separating process, it being 
possible for the high molecular weight DNA to be isolated from the retentate and the low molecular weight 
RNA to be isolated from the permeate. Ultrafiltration on hollow fiber membranes is preferred. 
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® Verfahren zur Abtrennung von Ribonukleinsiuren aus einer Losung, die Desoxyribonukleinsauren enthalt 


Mit Wife oines Membrantrannverfahrens kdnnen Rohmi- 
kleinsaure-Losungen selektiv aufgetrennt warden, wobel 
die hohermolekulare DMA aus dam Retenat und die nieder- 
molekulare RNA aus dem Permeat laoliert warden kdnnen. 
BavoaugtlstdleUltrafiltrationanHohrfaser-Membranen. 
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Patent ansprtlche 

^) Verfahren zur Abtrennung der DesoxyribonukleinsSure 
von Ribonukleinsaure aus Rohnukleinsaure-Losungen, da- 
durch gekennzeichnet, dafi man die RohnukleinsSure-Losung 
einem Membran-Trennverf ahren unterwirft, wobei die 
Desoxyribonukleinsaure zurUckgehalten wird und die 
* RibonukleinsSure permeiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 f dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Trennung als Ultrafiltration mit Hohlfasermembranen 
erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi eine Membran mit einer Mol-Gew. -Trenngrenze von 

100 000 eingesetzt wird. 
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Verfahren zur Abtrennung von Ribonukleinsauren aus einer 
L6sung. die Desoxyrlbonuklelnsauren enthSlt ; 

Bei der Gewinnung von Protein fur die menschliche ErnShrung 
aus mikrobiellen Zellmassen milssen die Nukleinsauren welt- 
gehend entfernt werden. Vorteilhaft geschieht das nach dem 
in der DE-PS 26 33 666 beschriebenen Verfahren, bei dem zu- 
nachst die Lipide mit einer Extraktionsmischung aus einem 
polaren LSsemittel, vorzugsweise Methanol, und Ammoniak 
entfernt werden, worauf die Nukleinsauren mit Wasser extra- 
hiert werden. In diesen RohnukleinsSureextrakten llegen 
neben Ribonukleinsauren, iro folgenden RMA, auch Desoxy- 
ribonukleinsauren, im folgenden DNA, vor. 

5«-Ribonukleotide dienen als Ausgangsstof fe zur Herstellung 
von Lebensmittelzusatzstoffen und fur Arzneimittel . Bekannt 
ist ihre Herstellung durch enzymatische Hydrolyse von RNA. 
Das hierzu verwendete Enzym 5' -Phosphodiesterase hydroly- 
siert jedoch neben RNA gleichzeitig auch DNA, so dafi neben 
den gewunschten 5'-RibonukJeotiden als Nebenprodukte auch 
5«-Desoxyribonukleotide entstehen. Diese Nebenprodukte sind 
von den 5'-Ribonukleotiden nur sehr schwierig abzutrennen. 
Es sind deshalb schon Verfahren zur Herstellung von reiner 
RNA bekannt geworden. Hierzu gehort die selektive Ausfallung 
von RNA durch Erhitzen und anschlieBende Saurebehandlung, 
wie es in der japanischen Patentanmeldung 78-20 *»93 be- 
schrieben ist. Nach dem Verfahren der japanischen Patent- 
anmeldung 79-55 791 erfolgt die Saurefallung von RNA in 
Gegenwart zweiwertiger Kationen. Bei diesen Verfahren wird 
also die DNA durch eine Hitze- und Saurebehandlung zersetzt. 
■ Weiterhin geht hierbei auch ein betrSchtiicher Anteil der 
RNA verloren. 

Es wurde schon ein Verfahren zur Herstellung von 5'-Ribo- 
nukleotiden vorgeschlagen, das dadurch gekennzeichnet ist, 
daft man eine RNA enthaltende Losung von RohnukleinsMuren mit 


einer an einem polymeren Trager immobilisierten 5' -Phospho- 
diesterase selektiv hydrolysiert und aus dem Hydrolysat 
die unverSnderte DNA und die 5'-Ribonukleotide duroh be- 
kannte Reinigungs- und Trennverfahren isoliert (Deutsche 
Patentanmeldung P 31 36 910.5). 

Es wurde nun gefunden, daB man aus RohnukleinsaurelSsungen 
die RNA von der DNA abtrennen kann, wenn man diese LSsung 
einem Membrantrennverfahren unterwirft. Man macht hierbei 
von dem Molgewichtsuntersehied zwischen der relativ hoch- 
moJekularen DNA und der relativ niedermolekularen RNA 
Gebrauch. Die AussehluBgrenze der Membran wShlt man nach 
den bekannten bzw. ermittelten Molgewichten der zu trennen- 
den Nukleinsauren. 

MembrantrennprozeBe sind allgemein und insbesondere in der 
Biotechnologie gelSufig (Ubersichtsartikel : H. Strathmann, 
Chemie-Technik 11 (1982) 813 - 819). Bevorzugt fur das er- 
findungsgemSBe Verfahren ist die Ultrafiltration in Platten- 
Rohr-, Kapillarrohr-, Wickelmembran- und insbesondere Hohl- 
faserapparaten. 

AIs Ausgangsmaterialien dienen bevorzugt RohnukleinsSuren 
aus Bakterien, in denen die RNA zur DNA Oblicherweise in 
einem Verhaltnis von etwa 4 : 1 vorliegt. Wichtig ist, daB 
Rohnukleinsaurelosungen eingesetzt werden, bei denen die 
DNA nieht Oder nur unwesentlich abgebaut wurde, also Aus- 
gangslosungen, in denen der natiirliche Molgewichtsunter- 
sehied zwischen DNA und RNA ira wesentlichen erhalten blieb. 
Aiich in dieser Beziehung ist das aus der DE-PS 26 33 666 
• bekannte Verfahren vorteilhaft. 

Die erf indungsgemSB erhaltenen Permeate konnen in bekannter 
Weise, beispielsweise enzymatisch, zu den S'-R.ibonukleotiden 
abgebaut werden. Die Retenate kSnnen in gleicher Weise zu 
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den 5 f -Desoxyribonukleotiden weiterverarbeitet werden, die 
in vielfaltiger Weise Verwendung finden, beispielsweise in 
der Gentechnologie. In den folgenden Beispielen wird die 
Erfindung naher erlautert, 

5 

Beispiel 1 

Bine gemafi DE-PS 26 33 *I51, Beispiel 2, erhaltene Bakterien- 
masse rait einem NukleinsSuregehalt von 11,2 Gew.-? und einer 

10 Restfeuchte von 2 bis 4 Gew.-jR wurde 30 Minuten in einem 
Wirbelbett bei 160°C Lufttemperatur behandelt, wobei 
10 Minuten eine Produkttemperatur von 120°C eingehalten 
wurde, Diese thermisch nachbehandelte Zellmasse wurde dann 
gemafi Beispiel 1 der DE-PS 26 33 666 mit raethanolischem 

15 Ammoniak extrahiert, mit Methanol gewaschen und 5 Stunden 
ira Vakuum bei *!0 o C getrooknet. 

Die trockene Zellroasse wurde in der 10-fachen Gewichtsmenge 
Wasser suspendiert und durch Ruhren horaogenisiert. Nach Er- 

20 hohen der Temperatur auf 55°C wurde noch 20 Minuten welter- 
geruhrt, auf 30°C abgekuhlt und durch Zentrif ugieren in 
eine feste und fltissige Phase getrennt. Das erhaltene 
Sediment wurde erneut rait der gleichen Menge Wasser ver- 
mischt und 10 Minuten bei 20°C geriihrt. Danach wurde er- 

25 neut zentrifugiert und die fldssigen Phasen veneinigt- Sie 
enthalten 9 g Mukleinsauren pro Liter bei einem. RNA/DNA- 
Verhaltnis von *l : 1 . 


30 


35 


100 1 dieser Rohnukleinsaure-L5sung werden mit einem Tief en- 
filter klarfiltiert und das Filtrat in ein Hohl f aser-Ultra- 
filtrationsgerat (Fa* Amicon, DC 50 EM, Hollow-Fiber-Patrone, 
Mol-Gew.-Trenngrenze von 100 000) geleitet. Die Rohnuklein- 
saure-Losung wurde dabei bis auf 10 1 aufkonzentriert und 
anschlieflend rait 10 1 entionisiertem Wasser diafiltriert . 

Das so erhaltene Retenat enthalt die DNA mit einer Verun- 
reinigung von weniger als 1 % RNA und das Permeat die RNA 
ohne DNA-Verunreinigung. 


5- 
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Zur Isolierung der DNA bzw. RNA wird das Retenat bzw. das 
Permeat auf 5°C abgekiihlt und der pH-Wert der Losung rait 
SalzsMure auf 2,0 gestellt. Die ausgefaliene DNA bzvr. RNA 
wird abzentrifugiert und getrocknet. 

Beispiel 2 

Man geht yon einer RohnukleinsSure-LSsung aus, die gemafi 
Beispiel 8 der DE-PS 26 33 666 erhalten wurde, bei der 
jedoch die Nukleinsauren nur rait tfasser extrahiert wurden- 
Diese Rohnukleinsaure-LSsung wird auf einen Gehalt von 
30 g Nukleinsauren pro Liter aufkonzentriert . Das RNA/DNA- 
Verrhaltnis betrug 3:1. 

50/1. dleser RohnukleinsSure-Losung wurden wie im Beispiel 1 
beschrieben vorfiltriert und anschlieSend ultraf iltriert . 
Das bis auf 5 1 aufkonzentrierte Retenat wurde mit 5 1 
entionisiertem Wasser dialysiert. Aus dem so gewaschenen 
Retenat wird die DNA nach AbkQhlen auf 5°C durch EJn- 
stellen des pH-tfert auf 2,0 gefSllt und isoliert. Analog 
wird die RNA aus dem Permeat gewonnen. 


